






















　　Emerging evidence suggests that dietary phytochemicals,in particular flavonoids, may exert 
beneficial effects in the central nervous system by protecting neurons against stress-induced injury, 
by neurotrophic action. Recently Nishina showed that flavonoids isolate from methanol extracts of 
chrysanthemum petals induced phosphorylation of ERK1/2, and neurite outgrowth in PC12 Cells. 
The active flavonoids compounds in the extract has been estimated with 5,7,3',5'-tetrahydroxy 
flavanone,luteolin,and acacetin. In this study, we investigated that the potential neurotrophic action of 
methanol extracts from chrysanthemum petals of "Abohkyu".
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物について HPLC 分析や UV スペクトルの検討を行い，






使用した。PC12細胞は DS Pharma Bio-medical（Ohsaka, 
Japan）より購入した。牛胎仔血清（FBS）および培養
液（Dulbecco's modified Eagle's medium ;DMEM） は
Gibco（Grand Island, NY）より購入した。細胞溶解試
薬（RIPA Buffer），一次抗体（Anti-phospho-extracellular 
signal-regulated kinase; ERK-1/2）， 二 次 抗 体（Anti-
rabbit IgG, AP-linked Antibody） は Cell Signaling 
Technology（Beverly, MA）より購入した。タンパク
質定量キッ（BCA protein assay kit）は Pierce（Lockford, 
IL）より購入した。抗酸化能測定試薬（SOD Assay 
Kit-WST）は Dojindo（Tabaru, Japan）より購入した。




料を 10 容の 80％メタノールで加熱抽出し上清を減圧濃
縮した。抽出液の乾燥重量を測定し，重量濃度 10mg/






所の LC-10 を用いた。カラムは ODS 樹脂の Mightosyl 
RP-18（4.6 × 250mm，Cica）を用い，流速は 0.7 ml/
min とした。溶出条件は，メタノール可溶性画分では，
0.2% ギ酸を含む水（A 液）およびメタノール：アセト
ニトリル：水混合液（B 液）により，始めの 30 分間は 
B 液濃度を 28％に保持して溶出を行なった後，B 液濃
度を 10 分間で 28％から 70% まで上昇させ濃度勾配溶



















た。D-MEM に 10% ウマ血清，5% ウシ血清，抗生物
質（penicillin ⁄ streptomycin）を加えたものを培養液と
し，37℃，5% CO2 存在下で培養した。p-Erk1/2 活性
化の検討および，樹上突起伸長の観察は次に示す培養操
作により行なった。PC12 細胞を 5 × 104 ～ 105cells ⁄ ml 
の密度で collagent ype IV でコートした 6 穴プレートに
播種し，24 ～ 48h 前培養を行った。その後，細胞を血
清の不足する環境下（DMEM supplemented with 1% 
horse serum）で 16 ～ 18 時間培養した。80% エタノー
ル溶液で所定濃度に調製した供試試料，および陽性対照
に用いた NGF（50 μ g ⁄ ml）を 30 分間作用させた後，
反応を停止し細胞を回収し p-Erk1/2 の測定に供した。
樹上突起伸長の観察では 48 ～ 72h 培養し，位相差顕微
鏡（phase-contrast microscopy（DP72; Olympus Corp., 
Tokyo, Japan））により神経突起の観察を行なった。
2.6?????????????
　 細 胞 は 氷 冷 の 溶 解 液（RIPA Buffer; 0.2 mM 
dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride を






p-Erk1/2 の分析に供した。細胞抽出液を 12% SDS ポ
リアクリルアミドゲルで電気泳動した後，PVDF 膜に
転写した。転写膜をブロッキング液（Easy block, Ato）
に浸し室温で 1 時間振盪してブロックした。1 次抗体 
（antiphosphorylated（activated）ERK1⁄ 2 anti-bodies）
を免疫反応促進緩衝液（Can get signal solution 1）で
1/2,000 に希釈し，転写膜を 4℃で一晩インキュベイト
した後 TBS-T で洗浄（10 分間振盪 , 3 回）した。二次
抗体（Anti-rabbit IgG, AP-linked Anti-body）を免疫反
応促進緩衝液（Can get signal solution 2）で 1/2,000 に
希釈し室温で 1 時間静かに振とうした後 TBS-T で洗浄












































































Fig.1  HPLC chromatogram of flavonoids in mhtanol extracts 
from chrysanthemum petals of "Abohkyu" (a) and "Mottenohoka" 
(b).
① 3,5 di-O-caff eoyl quinic acid, ② unidentifi cation, ③ Apigenin 
7-o-(6"O-malonyl)-glucoside, ④ Luteolin, ⑤ unidentifi cotion
Fig.3  Comparison of superoxide radical scavengnig activity 
between extracts of chrysanthemum petals from abohkyu and 
Mottenohoka.
Antioxidetive activity was showed agains for the extracts of dry 
weight (a) and polyphenol content (b).
Fig.2 UV spectra of standards (chlorogenic acid, apigenin, 
luteorion), and the coeluteing lesion peaks ( ① , ③ and ④ ) were 
collected during HPLC analyses using diode array detector.
Standards indicated by the solid line ; chlirigenic acid (a), 
apigenin (b) and luteorin (c).

















物の PC12 細胞に対する細胞毒性を検討した。PC12 細
胞をキク抽出物を 300μg/ml の濃度まで段階的に変化さ
せて調製した培養液で 24h 培養したときの cell viability
の結果を図 4 に示した。阿房宮および延命楽共に 200μ
g/ml の濃度までは非添加の対照と比べ cell viability が
低下することは無く，この範囲では細胞の成長にほと
んど影響はないことが示された。300μg/ml の濃度では





で PC12 細胞を 30 分間刺激し，リン酸化された Erk1/2 
（p-Erk1/2）をウエスタンブロッティングにより転写膜
上に分離し，2 次抗体のアルカリフォスファターゼと
NBT/BCIP の反応により発色した結果を図 6 の上へ示
した。発色したシグナルをデジタルカメラで取り込み，





Fig.4  Cytotoxicity of the extract of chrysanthemum petal 
extract against for PC 12 cell.
105 cells / ml of PC 12 was cultured for 24 h with extracts of 
chrysanthemum petals from Abohkyu and Mottenohoka, Cell 
density was evaluated by the method described in experimental 
method.
Fig.6 Activation of p-Erk1/2 stimulated with extract of 
chrysanthemum petal from Abohkyu and Mottenohoka.
Serum-starved PC12 cells were stimulated with extract from 
chrysanthemum petal at indicated concentration.
Phosphorylated levels of ERK1/2 were detected with specific 
antibodies using western blot analysis as described im Methods.
The graph represents the quantifi cation results from analysis of 
densitometoric intensity.
Data represent the mean of two individual experimental method.
Fig.5 Activation of p-Erk1/2 in PC 12 cell as a function of luteolin 
concentration.
Relative linase activity was calculated by normalizing kinase 
activity from stimulated cells to the untreated control cells.




約 8 倍リン酸化が促進されることが確認された（表 1）。
さらにリン酸化の促進が知られている luteolin を 1μg/






























観察した（図 8）。図 8b には陽性対照の NGF で刺激し
?
?
Fig.7 Activation of p-Erk1/2 stimulated with extract of 
chrysanthemum petal from Abohkyu and Mottenohoka.
Relative p-ERK1/2 activity was showed agains for the extracts 
of dry weight (a) and polyphenol content(b).
— 43 —
食用菊抽出物の神経栄養因子様作用（若生）




れたのに対し、b の NGF 添加区では細胞の増殖が止ま























フェノール組成について HPLC 分析や UV スペクトル
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